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Elvira Richter1 Simpósio: Avaliação externa da qualidade
Symposium: External quality assurance
Os objetivos deste simpósio foram:
avaliar a situação actual• 
explorar os progressos na AEQ• 
desenvolver redes• 
promover melhor colaboração• 
Três oradores informaram quanto aos dife-
rentes aspectos destes objetivos.
A AEQ num país com baixa 
incidência e elevados 
rendimentos (Alemanha)
Há anos que a situação da tuberculose (TB) 
na Alemanha se caracteriza por uma dimi-
nuição do número de doentes, com uma 
incidência de 5,5 por 100 000 habitantes 
em 2008. Quarenta e três por cento dos 
doentes com TB pulmonar confirmada por 
cultura tiveram esfregaços negativos. Vinte 
por cento de todos os doentes apresenta-
vam exclusivamente TB extrapulmonar. O 
índice de estirpes resistentes atinge 11% 
para qualquer resistência e 2% para a TB 
The aims of this symposium were:
to estimate the current situation• 
to explore advances in EQA• 
to develop networks• 
to promote better collaboration• 
Three speakers provided information to dif-
ferent aspects of these aims.
EQA in a low incidence, high 
income country (Germany)
The TB situation in Germany is character-
ized since years by a decrease of the number 
of patients with an incidence of 5.5 per 
100,000 inhabitants in the year 2008. 43% 
of patients with culture confirmed pulmo-
nary TB were smear negative. 20% of all 
patients present with exclusively extrapul-
monary TB. The rate of resistant strains 
reaches 11% for any resistance and 2% for 
MDR. XDR strains are reported. Infections 
with non tuberculous mycobacteria (NTM) 
comprise lymphadenitis in children, adults 
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multirresistente (MDR). Estão descritas es-
tirpes extensivamente resistentes (XDR). 
As infecções com micobactérias não tuber-
culosas (MNT) incluem a linfadenite em 
crianças, adultos com doenças subjacentes 
[e.g., doença pulmonar obstrutiva crónica 
(DPOC), bronquiectasia), ou outras (como 
o granuloma de piscina).
Esta situação reflete -se no tipo específico de 
AEQ com o objetivo de avaliar:
1) A especificidade e sensibilidade da mi-
croscopia (lâminas positivas e negativas 
preparadas para coloração com a técnica 
de rotina do laboratório);
2) A sensibilidade das técnicas de cultura 
[amostras com ou sem micobactérias 
(TB ou MNT), preparados para isola-
mento primário e identificação de TB ou 
MNT];
3) A sensibilidade e especificidade das téc-
nicas de ampliação de ácidos nucleicos 
(as amostras de expetoração são prepara-
dos para deteção de ácidos nucleicos es-
pecíficos de TB);
4) A fiabilidade e rapidez dos testes de sus-
cetibilidade (INH, RMP, EMB, SM, e 
PZA);
5) O rigor da identificação das bactérias da 
TB e das MNT (diferentes espécies mi-
cobacterianas são preparadas para identi-
ficação a nível de espécie).
Antes do envio das amostras para AEQ nos 
laboratórios, é necessário esclarecer os regu-
lamentos (e.g., transporte, ou autorização 
para o manuseamento de bactérias de TB).
Algumas causas importantes para os falsos 
resultados podem ser detectadas através da 
análise dos dados e reanálise adicional desses 
dados com a colaboração do laboratório que 
with underlying diseases (e.g. COPD, bron-
chiectasis), or others (like swimming pool 
granuloma).
This situation is reflected by the specific 
kind of EQA aiming to the evaluation of:
1) specificity and sensitivity of microscopy 
(positive and negative slides prepared for 
staining with the routine technique of 
the laboratory)
2) sensitivity of culture techniques (speci-
mens with or without mycobacteria [TB 
or NTM] are prepared for primary isola-
tion and identification of TB or NTM)
3) sensitivity and specificity of nucleic acid 
amplification techniques (sputum speci-
mens are prepared for detection of spe-
cific nucleic acids of TB)
4) reliability and rapidity of susceptibility 
testing (INH, RMP, EMB, SM, and 
PZA)
5) the accuracy of identification of TB bac-
teria and NTM (different mycobacterial 
species are prepared for identification to 
species level)
Before sending EQA specimens to the labo-
ratories, regulations (e.g transportation, or 
the permission for handling with TB bacte-
ria) have to be clarified.
Some important causes for false results can 
be found by analysis of the data and addi-
tional reanalysis in cooperation with the 
laboratory that reported false results. Rea-
sons for false positive microscopic results 
were found to follow from staining in cu-
vettes, not as single slides, or misidentifica-
tion of staining artefacts. False positive cul-
ture results derive from laboratory cross 
contamination. Incorrect susceptibility re-
sults are most often found when testing SM, 
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forneceu os falsos resultados. Observaram-
-se falsos positivos de microscopia após co-
loração em cuvettes, e não em lâminas indi-
viduais, ou identificação errada dos produtos 
de coloração. Os resultados falsos positivos 
de culturas resultam de contaminação cru-
zada no laboratório. Encontram -se com al-
guma frequência resultados com suscetibili-
dade incorreta ao testar SM e, em parte, 
PZA. Ao fazer a identificação de especis, 
ocorrem por vezes erros significativos, sendo 
a principal razão a insuficiência da utiliza-
ção exclusiva de análises bioquímicas.
Na preparação de amostras para AEQ há 
que abordar alguns desafios.
 – A questão da verdadeira avaliação da sen-
sibilidade (no que respeita a microscopia, 
ampliação dos ácidos nucleicos e isola-
mento primário). A preparação de amos-
tras com pequenas quantidades de bacté-
rias é difícil, porque pode resultar em 
amostras individuais sem micobactérias.
 – Para evitar o uso de estirpes MDR, são 
selecionados isolados com padrões de re-
sistência pouco comuns. Isto não reflete 
uma “situação da vida real”.
 – Há um contraste entre as necessidades 
científicas e as do diagnóstico, como se 
observa no espantoso número de espé-
cies de MNT com sequências que cons-
tam das bases de dados de nucleótidos, 
com apenas algumas espécies diferentes 
isoladas em laboratório.
Organização e AEQ na Rede de 
Laboratórios de TB na Letónia
A incidência de TB na Letónia foi caracteri-
zada por uma contínua diminuição até 
aproximadamente 1990, quando se verifi-
and in part PZA. Performing species identi-
fication, sometimes significant errors occur. 
The main reason for this is the insufficiency 
of biochemical analyses alone.
Some challenges have to be addressed in the 
preparation of samples for EQA.
–  The question of a real estimation of sen-
sitivity (with regard to microscopy, nu-
cleic acid amplification, and primary iso-
lation). The preparation of samples with 
low amount of bacteria is difficult since it 
can result in single samples without my-
cobacteria.
–  To avoid the use of MDR strains, iso-
lates with uncommon resistance patterns 
are selected. This does not reflect a ‚real 
life situation‘.
–  There is a contrast between scientific vs. 
diagnostic needs as we see in the over-
whelming number of NTM-species with 
sequences delivered in the Nucleotide 
Databases, but only few different species 
isolated in the routine laboratory.
Organization and EQA in the 
Latvian TB laboratory network
The TB incidence in Latvia was characte-
rized by a continuous decrease until approx. 
1990, when a sharp increase was noted, 
which peaked around 2000. Since then, the 
incidence again decreased as to 40.3 per 
100,000 inhabitants for the year 2008.
The Latvian TB-Laboratory Network is 
composed of the National Reference Labo-
ratory in Riga, of 5 regional culture and mi-
croscopy laboratories, and of several labora-
tories (at district hospitals, policlinics, 
private labs) facilitating AFB microscopy at 
PHC level in each of 26 districts.
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cou um brusco aumento, com pico cerca do 
ano 2000. Desde então, a incidência voltou 
a descer, atingindo 40,3 por 100 000 habi-
tantes em 2008.
A Rede de Laboratórios de TB na Letónia é 
composta pelo Laboratório Nacional de Refe-
rência (LNR), em Riga, 5 laboratórios regio-
nais para trabalho de cultura e microscopia e 
ainda vários outros laboratórios (em hospitais 
distritais, policlínicas, laboratórios privados) 
que proporcionam microscopia de esfregaço 
para pesquisa de bacilos ácido-álcool resisten-
tes (BAAR) a nível PHC em cada um dos 26 
distritos.
Todos os centros de microscopia são audita-
dos e certificados com base em padrões inter-
nacionais (ISO 17025, ISO 15189). O con-
trolo de qualidade interno é feito por coloração 
e microscopia de esfregaços positivos e negati-
vos conhecidos. Os laboratórios de cultura 
fazem descontaminação de amostras e de cul-
turas. As culturas são enviadas para o LNR 
para identificação e testes de suscetibilidade a 
fármacos. O laboratório nacional de referên-
cia realiza microscopia de esfregaços, cultura 
de amostras, testes de susceptibilidade para 
fármacos de 1.ª linha (+ Kanamicina) e TSF 
de 2ª linha para estirpes de MDR -TB.
Além disso, o LNR efectua o controlo da 
qualidade externo de todos os laboratórios, 
duas vezes por ano, utilizando um painel de 
5 esfregaços fixados. Com este fim, 5 lâmi-
nas preparadas a partir de expetoração de 
doentes, contendo amostras negativas e po-
sitivas, são fornecidas aos laboratórios, que 
processam e interpretam as lâminas, regis-
tam os resultados e enviam -nos ao LNR 
juntamente com as respectivas lâminas. Fi-
nalmente, o LNR reexamina as lâminas, 
avalia a coloração e os resultados e emite re-
latórios sobre o desempenho. Este LNR 
All microscopy centers are audited and cer-
tified based on international standards for 
testing and medical laboratories (ISO 
17025, ISO 15189). Internal Quality Con-
trol is performed by staining and microsco-
py of known positive and negative smears. 
The culture laboratories perform decon-
tamination of specimens and culture. Cul-
tures will be sent to NRL for identification 
and drug susceptibility tests (DST). The 
National Reference Laboratory performs 
smear microscopy, culture of specimens, 
DST for 1st line drugs (+ Kanamycin), and 
2nd line DST for MDR-TB strains.
Furthermore, the NRL provides the external 
quality assurance for all laboratories by a 
panel of 5 fixed smears twice a year. For this, 
5 slides prepared from patient sputum, com-
prising negative, scanty, and positive speci-
mens, are provided to the laboratories. These 
stain and read the slides, record the results 
and send back results and slides to NRL. Fi-
nally, the NRL rereads the slides, assesses 
staining and results, and issues reports on 
performance. Furthermore, the NRL moni-
tors the quality of sputum smear microscopy 
procedure during supervisory visits.
For EQA of the performance of the culture, 
2 specimens are sent to each lab twice a year. 
In detail, each specimen is divided into two 
parts, one part is decontaminated and incu-
bated at NRL, and the other is sent to the 
culture laboratory. The culture laboratory 
performs decontamination, inoculation, in-
cubation, record of results and sends the re-
sults back to the NRL. Beside this, the NRL 
monitors the quality of culture procedures 
during supervisory visits.
The NRL itself yearly participated in an ex-
ternal proficiency programme for 1st line 
DST provided by in Swedish Institute for 
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também controla a qualidade do procedi-
mento da microscopia dos esfregaços de ex-
petoração durante visitas de inspecção.
Para a AEQ do desempenho da cultura, 2 
amostras são enviadas a cada laboratório 
duas vezes por ano. Cada amostra é dividida 
em duas partes, sendo uma parte desconta-
minada e incubada no LNR e a outra envia-
da para o laboratório de cultura. Este proce-
de à descontaminação, inoculação, incubação 
e registo dos resultados, que envia ao LNR. 
Além disto, o LNR também controla a qua-
lidade dos procedimentos de cultura durante 
visitas de inspecção.
O próprio LNR participou anualmente 
num programa externo de proficiência para 
TSF de 1.ª linha disponibilizado pelo Insti-
tuto Sueco para o Controlo de Doenças In-
fecciosas. A partir de 2008, o LNR passou a 
ser o Laboratório Supranacional de Referên-
cia, tomando, assim, parte nas atividades 
AEQ anuais para TSF de 1.ª e 2.ª linha.
A implementação do controlo da 
qualidade como requisito para a 
introdução de um novo teste de 
diagnóstico
A integração de laboratórios de saúde pública 
é um dos principais alvos na luta contra as do-
enças infeciosas. O controlo da qualidade do 
procedimento dos testes é um requisito essen-
cial para a obtenção de resultados úteis e fiá-
veis. O controlo da qualidade compreende o 
controlo interno da qualidade e a avaliação ex-
terna da qualidade. Para a integração de novas 
técnicas moleculares num laboratório de TB, 
o controlo interno da qualidade compreende 
vários aspectos, como uma infraestrutura ela-
borada, utilização e manutenção adequadas 
do equipamento e orientação nos procedi-
Infectious Diseases Control. Since 2008 the 
NRL itself became Supranational Reference 
Laboratory and thus taking part in the year-
ly EQA rounds for 1st and 2nd line DST.
The implementation a of quality 
assurance as prerequisite for the 
introduction of a new diagnostic 
test.
The integration of public health laborato-
ries is one of the main targets in fighting 
emerging infectious diseases. Quality assu-
rance of the test procedures is a prerequisite 
to obtain reliable and useful results. Quality 
assurance is composed of internal quality 
control and external quality assessment. For 
the integration of new molecular techniques 
into a TB laboratory, internal quality con-
trol comprises several aspects, like elaborate 
infrastructure, equipment that is well main-
tained and operated and procedures guided 
by efficient SOPs. Test reagents need to be 
controlled with every LOT, its integrity 
needs to be checked for every shipment and 
proper transport and storage has to be con-
trolled. The test procedures itself require 
several quality control steps, like contami-
nation controls, negative controls at differ-
ent levels of the test process, the correct in-
terpretation of adequate and inadequate 
runs, and the implementation of certain 
quality indicators. Furthermore, personnel 
need to be trained and re-trained.
External proficiency testing can be conduc-
ted by analysis of duplicate specimens from 
one patient. As example, proficiency testing 
for line probe assays was performed in four 
laboratories in India as prerequisite for the 
implementation of the new test. The advan-
tage of panel testing for external quality 
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mentos por SOP eficientes. Os reagentes têm 
de ser controlados com cada LOT, a sua inte-
gridade verificada em cada remessa e o trans-
porte e armazenagem devidamente fiscaliza-
dos. O processamento dos testes envolve vários 
passos de controlo da qualidade, como con-
trolo de contaminação, controlos negativos 
em diferentes níveis do processo, interpretação 
correta das sequências adequadas e inadequa-
das e implementação de certos indicadores de 
qualidade. Há ainda que treinar o pessoal e 
proporcionar a sua atualização contínua.
Os testes externos de proficiência podem ser 
efetuados pela análise de duplicados de 
amostras de um doente. Como exemplo, os 
testes de proficiência para ensaios line probe 
foram realizados em quatro laboratórios, na 
Índia, um requisito essencial para a imple-
mentação dos novos testes. A vantagem dos 
testes de painel para controlo externo da 
qualidade consiste na revisão de todo o pro-
cedimento, no uso direcionado de estirpes 
selecionadas com determinadas resistências, 
com mutações comuns e incomuns, bem 
como na utilização de espécies de MNT. 
Há, no entanto, que ter em conta o custo 
dos testes de painel (incluindo preparação e 
expedição). O envio de resultados digitali-
zados para interpretação, bem como para 
reverificação, pode constituir uma alternati-
va menos dispendiosa para AEQ dos ensaios 
line probe, devendo a melhor solução ser 
apreciada para cada situação.
Foram oradores: Elvira Richter, NRL, Bors-
tel, Alemanha; Girts Skenders, State Agency 
of TB and Lung Disease, Letónia; Akos So-
moskövy, FIND, Geneva, Suissa.
O simpósio foi apoiado por INSTAND e.V. 
Society for Research Promotion of Quality As-
surance in Medical Laboratories, WHO Colla-
borating Centre, Düsseldorf, Alemanha.
control is the revision of the entire proce-
dure, the directed use of selected strains 
with certain resistances, with common and 
uncommon mutations, as well as the use of 
NTM species. However, costs of panel tests 
(including preparation and shipment) have 
to be taken into account. Cheaper alterna-
tives for EQA of line probe assays may be 
achieved by sending of digitized results for 
interpretation as well as for re-checking. 
The best solution has to be found for diffe-
rent situations.
The speakers were: Elvira Richter, NRL, 
Borstel, Germany; Girts Skenders, State 
Agency of TB and Lung Disease, Latvia; 
Akos Somoskövy, FIND, Geneva, Switzer-
land.
The symposium was sponsored by IN-
STAND e.V., Society for Research Promo-
tion of Quality Assurance in Medical Labo-
ratories, WHO Collaborating Centre, 
Düsseldorf, Germany.
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